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海南 捕 乌 蛛 毒 素 - 分离 纯化 及 其 抑制 河豚 毒 
敏感 型 钠 通道 活性 研究 


(湖南 师范 大 党 生命 科学 上 掌 院 、 湖 南 长 涂 410081) 

摘要 : 经 阳离子 交换 和 皮 相 HPLC 柱 层 析 从 海南 捕 鸟 蛛 Seleconosmia hainana ) 粗 毒 中 分 离 到 1 种 新 的 神经 
毒 素 、 前 名 为 海南 捅 鸟 蛛 毒 罕 - (Hainantoxin-Y 、HNTX-V)，MALD]1-TOF 质谱 鉴定 分 子 量 为 39%69.5 Da。 在 
全 细胞 记录 膜 片 钳 模 式 下 ，HNTX-.Y 对 成 年 大 鼠 背 根 神经 节 DRG】 细胞 河豚 毒 拍 感 型 (TTX-S】 钠 电流 有 抑制 
作用 ， 但 对 河豚 毒 不 敏感 型 “TTX-R) 负电 流 无 明显 影响 。HNTX-V 对 TTX-S 钠 电 流 的 抑制 作用 具有 被 度 依从 
性 ， 其 有 效 半 抑制 浓度 〈lCam) 为 46.8 nmolxL，HNTX- VY 不 影响 TTX-S 钠 电 流 的 激活 相 和 失 活 相 ， 对 钠 通 道 的 
激活 阔 值 和 最 大 激活 电压 也 无 明显 政变 ， 表 明 HNTX- VY 影响 钠 通道 的 作用 机 制 明 蝇 有 别 于 3-ACTXs 等 旺 蛛 毒 
素 。 推测 HNTX-V 很 可 能 类 伺 于 河 脉 毒 、Saxitown 和 meconotoxins ， 同 样 作用 于 钠 通 道 的 位 点 Sl1。 
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Purification of Hainantoxin- Y and 
Its Characterization of Inhibiting Tetrodotoxin-sensitive 
Sodium Channel 


XIAO Yu-cheng，LIANG Song-ping! 


{ Coliege of trje Serences, Funan Normad Universtty, Changsia Hunan 410081， Chine} 


Ahstract: By means of ion-exchange chromatograph and reverse phase HPLC ，a new neuratoxrin, named as Hainan- 
toxin-YV {HNIX-V }, was isolated from the venom of the spider Seleconosmia hainana. The molecular weight of HNTX- 
V was 3969.5 Da measured by MALDI-TOF mass analysis. Under whole-cell patch-clamp mode, HNTX-V could inhibit 
the tetrodotoxin-senative ‘TTX-S) sodium currents while it had no significant effect on tetrodotoxin-resiatant {TTX-R) 
ones on the dorsal root ganglion (DRG) neuron of adult rats. The inhibition of TTX:S sodium currenta by HNTX-V was 
concentrate-dependent with the ICsn valye of 46.8 nmol.L. The toxin did not effect the active and inactive time course of 
currenta and did not have the effect on the acthve threshold of sodium channels and the voltage of peak inward current ei- 
ther, indicating that HNTX-Y inhibited mammahar voltage-gated sodium channels through a novel mechanism distinet 
from other spider toxins such as -ACTKs. We suggested that HNTX-Y maybe target the site 1 of sodium channels ip a 
similar manner to TIX, Saxitoxin and p-conotoxins. 
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(TTX-R)。 前 者 的 开放 决定 动作 上 电位 的 产生 和 兴奋 
的 传导 ,而 后 者 的 开放 能 影响 动作 电位 的 形状 (Su 
et af.、1999) 和 伤害 感受 传递 (Song et al.， 
2000)。 迄 今 为 止 ， 在 有 毒 动 物 中 已 发 现 多 种 作用 
于 钠 通 道 的 有 效 成 分 。 它 们 的 出 现 对 研究 销 通 道 的 
结构 与 功能 关系 起 到 过 重大 的 推动 作用 。 特 别 是 河 
豚 毒 和 蝎 毒 {a、8) 等 成 为 重要 的 工具 试剂 。San- 
drine et al . (1995) 认为 钠 通道 上 F 有 6 个 位 点 (S1 
- S6)， 神 经 毒素 能 通过 选择 性 地 作用 于 它们 而 影 
响 其 开放 。 如 河豚 毒 作用 于 51 抑制 负电 流 的 内 流 ， 
a- 蝎 毒 作用 于 $3 延缓 销 电流 的 失 活 相 ，8 - 蝎 毒 
作用 于 34 能 使 钠 通道 的 激活 电压 超 极 化 漂移 。 姑 
蛛 毒 是 继 河 豚 毒 、 蝎 毒 等 影响 钠 通道 的 毒素 中 ， 人 
们 获得 的 又 一 重要 资源 ， 现 已 有 近 20 种 此 类 蜘蛛 
毒素 的 一 级 结构 和 功能 得 到 了 阐明 ， 如 8-ACTXs 
{ Nicholson et al., 1998)、 pj-agatoxins { Skinner et 
al. ，1989) 、PhTx2 (Araujo et of. ，1993) 等 , 它 
们 是 由 35 ~ 80 个 氨基 酸 残 基 和 3 或 4 对 二 硫 键 组 
成 的 肽 类 神经 毒素 。 所 有 这 些 蜘 蛛 毒素 基本 上 是 以 
同一 种 方式 影响 钠 通道 即 作 用 于 位 点 533, 与 a- 蝎 
毒 相 同 。 海 南 捕 急 蛛 { Seleconosmia hainana ) 是 梁 
宋 平等 (1999) 在 海南 通 什 地 区 发 现 并 命名 的 蜂 蛛 
新 种 ， 属 于 捕 鸟 蛛 科 ， 其 粗 毒 能 抑制 NG108-15 细 
胞 TIX-S 钠 电 流 { 肖 玉成 等 ，2001)， 但 到 目前 为 
止 , 还 未 见 其 有 关 分 离 纯 化 和 单一 活性 组 分 的 报 
道 。 通 过 阳离子 交换 和 反 相 HPLC 柱 层 析 ， 我 们 从 
海南 捕 鸟 蛛 粗 毒 中 分 离 出 1 种 新 成 分 一 一 海南 捕 鸟 
蛛 毒素 - VY 【Hainantoxin-V ，HNTX-VY )， 并 发 现 
其 对 成 年 大 鼠 背 根 神经 节 (DRG) 细胞 电压 门 控 钠 
通道 有 抑制 作用 。 本 文 报道 了 该 实验 结果 。 


1 材料 和 方法 


1.1 和 粗 毒 和 动物 

海南 捕 乌 蛛 采集 于 海南 通 什 市 部 山 芭 ,在 本 室 
《湖南 师范 大 学 蛋白 质 化 学 研究 室 ) 人 工 饲养 ， 其 
粗 毒 的 采集 和 干粉 制备 按 文献 { 梁 宋 平等 ，1999) 
方法 进行 。Sprague-Dawley (SD) 大 白鼠 由 本 院 动 
物 房 提 供 。 
1.2 试 剂 

三 握 乙 酸 (TFA), CsF, CsOH, CsCl, HEP- 
ES, Tetraethylammornium Chloride, Tetramethylam- 
monium Chloride, Dulbecco's modified eagle's medi- 
um (DMEM) ， 河 豚 毒 {TTX),，Trypsin { 芭 )，Col- 


lagenase ( | A)}, DNase (HH), Trypsin Inhibitor 
(下 -3) 均 为 Sigma 产品 ， 其 他 为 国产 分 析 纯 试剂 。 
1.3 高 效 液 相 色 谱 纯 化 

有 阳离子 交换 HPLC 在 Waters650E 色谱 系统 上 
进行 , 层 析 柱子 采用 Waters P-1 阳离子 交换 柱 
(10mm x 100mm) ; 洗 脱 液 : (A)0.2 mol/L NaH2PO4， 
(B)0.2 mol/L NazHPO4,(C)2 mol/L NaCl,{D) 双 燕 
水 。 洗 赔 梯度 C 液 0% ~ 9%0%(0 ~ 50 min) ,流速 
3.0 mLvmin ,检测 波长 280 mm。 反 相 HPLC 在 Wa- 
ters 公司 Alliance 高 兹 液 相 色谱 仪 上 进行 ,并 采用 
996 二 级 矩阵 检测 器 和 Vydac C18 反 相 柱 ; 洗 赔 液 : 
{AJTFA 的 体积 分 数 为 0.1 久 的 双 蒸 水 ,(B)TFA 的 
体积 分 数 为 0.1 名 的 乙 哺 。 洗 赔 梯度 了 B 液 0% ~ 
40% (0 ~ 50 min) ,流速 0.7 mL/min, 检 测 波长 280 
nm, 柱 温 40%。 
1.4 MALDI-TOF 质谱 分 析 

按 本 室 以 前 报道 的 方法 { 王 贤 纯 等 ，2000) 进 
行 。 
1.5 细胞 急性 分 离 

基本 按 Wang et al. {1998) 报道 的 方法 进行 ， 
简 述 如 下 : 取 重 约 150 g SD 大 鼠 ， 骏 雄 不 拘 ， 断 
头 处 死 后 ,迅速 取出 胸 上 腰 段 消 柱 ， 从 正中 剖 开 成 两 
半 置 于 0; 饱和 的 DMEM 液 {pH 7.40， 渗透 压 340 
mOsm)】 中 。 由 剖 开 的 椎 管内 便 取 出 与 神经 节 相 连 
的 前 、 后 神经 根 ， 在 体 视 显微镜 下 用 精细 角膜 前 及 
鱼子 将 神经 节 单 独 分 离 出 来 ， 尽 可 能 前 碎 后 ， 置 于 
含 trypsin 0.5 mg/mL、 collagenase 1.0 mg/mL.、 
DNase 0.1 mg/mL 的 DMEM 液 中 ; 在 恒温 振荡 水 浴 
器 (34 CC，80r/min) 中 孵育 30 min。 之 后 加 入 适 
量 Trypsin inhibitor 终止 酶 的 消化 作用 。 再 将 含有 细 
胞 的 DMEM 液 转 人 35 mm 培养 于 {Coming，Sig- 
ma) 内 ， 放 在 C0; 培养 箱 (37 CC，5% CO;,，95 饭 
空气 ) 的 温润 环境 中 培养 1 ~ 4 bh。 
1.6 钠 电 流 的 全 细胞 记录 

将 培养 下 内 液体 用 充 0; 饱和 的 细胞 外 液 置换 ， 
20 ~ 25 室温 条 件 下 置 于 倒置 显微镜 (Olympus 玉 
70，Japan) 下 进行 膜 片 错 实 验 。 参 考 电极 与 细胞 
外 液 用 3 mol/L KCl - 琼脂 盐 桥 连接 。 玻璃 电极 经 
两 步 拉 制 仪 【PC-10，Narishige) 两 步 拉 制 后 热 抛 
光 ， 充 电极 内 液 后 人 水 电阻 为 2~4 MQ 电极 内 流 
为 : 135 mmol/L CsF, 10 mmol/L NaCl, 5 mmol/L 
HEPES， 用 1 mol/L CsOH 将 pH 调 至 7.0。 细 胞 外 
液 为 : 30 mmol/L NaCl, 1 mmol/L MeCl, 1.8 
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mmol’L CaCly, 5 mmol/’L CsCl, 5 mmol/L KRCL，25 
mmol/’L D-glucose, 5 mmol/L HEPES, 20 mmol/L 
Tetraethylammonium Chloride (TEA}, 30 mmol/L 
Tetramethylammonium Chlonde, 用 ImolL TEA-OH 
将 pH 调 至 7.4。 两 者 渗透 压 均 用 蓉 贸 调 至 280 
mOsm (Nicholson et al. 、1998}。 实 验 细胞 形成 全 
细胞 记录 模式 后 稳定 4~ 6 min。 记 录 电 流 经 EPC-9 
放大 器 (HEKA，German) 10 kHZ 滤波 过 滤 。 用 
pulsefit + pulse 8.0 软件 采集 、 分 析 数 据 并 做 图 。 线 
性 漏电 流 和 电容 电流 用 p/4 程序 予以 删除 。 实 验 过 
程 中 均 采 用 低压 微量 进 样 器 (IM ~ 5S8，Narishige ) 
施加 毒素 。 毒 素 用 双 蒸 水 配 成 I mmol/L 的 母液， 
-20 已 储存。 实验 前 用 新 鲜 细 胞 外 液 稀释 至 目的 
浓度 。 加 药 电极 经 一 步 拉 制 而 成 、 尖 端口 径 为 3 
~ 50 um， 加 药剂 量 为 10 pL。 


2 结果 与 讨论 


2.1 HINTKX-Y 的 分 离 纯化 

10 mg 海南 捕 乌 蛛 粗 毒 经 阳离子 交换 HPLC 时 
可 得 到 7 个 明显 和 3 个 不 太 明 显 的 吸收 峰 (图 1)， 
HNTX- VY 在 最 后 一 个 峰 (箭头 所 指 }， 它 在 Waters 
P-1 阳离子 交换 柱 中 的 保留 时 间 约 为 42 min。 收 集 
此 峰 后 进一步 反 相 HPLC 纯化 。 样 品 在 反 相 柱 中 先 
用 含 0.1% TFA 的 双 蒜 水 脱盐 10 min， 再 进行 梯度 
洗 脱 ， 图 谱 图 2A 中 出 现 了 2 个 明显 的 吸收 峰 -。 在 
反 相 柱 中 , 峰 1 的 保留 时 间 为 21.4 min, 峰 2 为 
22.2 min。 两 峰 经 MALDI- TOF 质谱 分 析 表 明 均 为 
单一 组 分 ， 并 测 得 峰 1 的 相对 分 子 质量 为 3 989.3 
Da， 即 海南 捕 鸟 蛛 毒 素 - (HNTX-Y) ( 含 35 个 
氨基 酸 残 基 和 3 对 二 硫 键 ， 钠 通道 抑制 剂 ); 峰 2 
的 相对 分 子 质量 为 3969.5 Da (图 2B}， 与 HNTX- 
下 相差 约 20 个 质子 , 证 明 是 I 工种 新 的 海南 捕 鸟 蛛 
毒素 成 分 ， 命 名 为 海南 捕 鸟 蛛 毒素 - V (HNTX- 
V)。HNTX- 玉 约 占 粗 毒 的 4%， 而 HNTX-YV 较 少 ， 
丰 度 仅 占 粗 毒 的 0.3% 左 右 。 
2.2 HNTX-Y 对 DRG 细胞 膜 上 负电 流 的 影响 

背 根 神经 节 (DRG) 细胞 膜 上 2 种 钠 通道 
(TTX-S 型 和 TTX-R 型 } 所 占 比 例 与 细胞 大 小 有 
关 。 一 般 认为 直径 为 20 ~ 40 un 的 细胞 几乎 只 含有 
TIX-S 钠 通 道 ， 而 TTX-R 钠 通 道 主要 分 布 于 直径 
小 于 20 pm 的 细胞 上 (Su et al. ，1999)。 为 观察 
毒素 对 2 种 钠 通道 的 影响 ， 我 们 分 别 选 用 相应 太 小 
的 DRG 细胞 作为 实验 对 象 ， 并 在 细胞 外 液 中 加 入 


200 nmoL TTX 以 阻 断 TTX-S 钠 电 流 和 分 离 TTX-R 
销 电流 。 


Absorbance at 28(} nm 





时 间 Time (min) 


图 1 海南 捕 乌 妹 粗 毒 的 阳离子 交换 HPLC 图 谱 
Fig.1 Jon-exchange HPLC chromatogram of the 
venom from Seleconosmia hainana 





时 间 Time (min) 


图 2 HNTX-W 的 反 相 HPLC 图 谱 (A) 
和 MA4LDI-TOF 质谱 分 析 图 (B》 
Fig.2 Reverse-phase HPLC chromatogram (A) 
and MALDI-TOF mass analysis (B) of 
HNIX-V 


HNTX-V 对 TIX-S 负电 流 的 影响 见 图 3: A， 
B。 将 细胞 电压 维持 在 - 80 mY， 以 50 ms 时 程 去 极 
化 至 - I0 mV 时， 可 得 一 在 2 ms 内 快速 激活 失 活 
的 内 向 电流 ， 即 TTX-S 钠 电流 。 加 10 nmoLL 毒素 
后 电流 立即 开始 减 小 ，4 min 后 减 小 最 大 值 为 
(24.5+4.4) 绝 (mean+ SD, n=3), 但 10min 后 
电流 开始 有 部 分 恢复 ， 这 可 能 与 毒素 浓度 因 扩散 而 
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降低 有 关 ， 同 时 也 说 明 HNTX-V 对 TTX-S 钠 电 流 
的 抑制 作用 应 该 是 可 道 的 ， 加 100 nmolAL 毒素 后 
电流 的 抑制 现象 有 所 加 强 ,， 为 (63.5 + 13.2)% 
(mean+ SD，n =4)}， 表 明 HNTX-Y 对 TTX-S 钠 电 
流 的 抑制 效应 具有 浓度 依从 性 ， 其 半 有 效 抑制 浓度 
{ICso) 为 46.8 nmol/L (图 3C)。10 和 100 nmolL 
HNTX-V 抑制 TTX-S 钠 电 流 后 电流 图 形 的 形状 和 对 
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Percent of control (%%} 
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照 电流 基本 一 致 ， 说 明 HNTX-Y 不 影响 TTX-S 钠 
电流 的 激活 相 和 失 活 相 。TTX-R 钠 电流 的 激活 与 失 
活 时 间 均 较 TTX-S 钠 电 流 缓慢 ，20 ms 内 也 未 见 电 
流 完全 和 失 活 tn =4, 图 3D); 加 100 nmoL HN- 
TX-V 20 min 后 也 未 见 电 流 大 小 和 形状 有 任何 改 
变 。 可见 HNTX-V 对 TIX-R 钠 电流 影响 不 大 。 
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图 3 HNTX-VY 对 TIX-S 和 TIX-R 钠 电流 的 影响 
Fig.3 Eflects of HNTX-Y on TTX-S and TIX-R sodium currents 
TITX-S (a, B) 和 TIX-R (D) 销 电流 诱导 方法 ;从 维持 电压 ~ 9 my 以 50 ms 时 程 去 极 化 至 -10 mV、Boah TTX-S (4, B; and TIX-R 
(D) curents were evoked by a 50 ms depolarizalion of - 10 mV from a holding potential of - 80 mV 


2.3 HNTX-V 对 DRG 细胞 膜 上 钠 电流 I-V 曲线 
在 全 细胞 记录 模式 下 ， 将 膜 电 压 维 持 在 - 80 
mV， 以 + 10 my 步 柱 、50 ms 时 程 去 极 化 至 + 50 
mV， 分 别 诱导 出 加 毒素 前 后 的 TIX-S {图 4: A， 
B) 和 TTX-R 销 电 流 《〈 图 4: D，E)7。 再 根据 去 极 
化 的 电压 和 相应 诱导 电流 的 大 小 作出 TTX-S 和 
TTIX-R 铀 电流 的 LV 曲线 图 。 图 4C 表明 : 正常 条 
件 下 TTX-S 钠 电流 的 激活 阔 值 为 - 50 mV，- 20 
mV 达 最 大 激活 ，+ 36 mV 开始 逆转 ， 与 Nicholson 


et af ， {1998) 报道 一 致 ; 加 HNTX-Y 100 nmol/L 
4 min 后 电流 幅度 明显 减 小 ， 但 其 激活 阔 值 和 峰值 
电压 没有 改变 ， 送 转 电 压 也 没有 发 生 明 显 漂移， 说 
明 HNTX-V 不 影响 TTX-S 销 通 道 的 离子 选择 透 过 
性 .图 4F 表明 : 正常 条 件 下 TIX-R 钠 电流 的 激活 
阅 值 为 - 40 mY，- 10 mV 达 最 大 激活 ，+ 26 mV 
开始 逆转， 与 Nicholson et az. (1998) 报道 一 致 ; 
但 加 HNTX-V 100 nmoL 4min 后 电流 的 激活 阅 值 、 
峰值 电压 和 逆转 电压 均 无 明显 变化 。 
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图 4 100 nmol/L HNTX-V 对 TIX-S 和 TTX-R 钠 电 流 I-Y 曲线 的 影响 
Fig.4 Efflects of 100 nmol/L HNTX-V on the LV relationahips of TIX-S and TTX-R sodium currents 
TIX-S (A, B) 和 TIX-R (D，E) 销 电 流 诱导 方法 ， 从 - 80 mY 维持 电压 以 50 ms 时 程 去 极 化 到 不 同 测试 电压 水 平 。 测 试 电压 变化 范 
围 ; 以 +10 mY 步 幅 . 从 - 80 mV 到 +50 mV。 Both TTX-S (A，B) and TTX-R (D, E; curents were evoked by 50 ma depolarizing steps ta 
Various levels from a holding potenhal of - 90 mY. Test Potentials ranged from -90 mY 10 +50 mY in +10 mV mcrements. 


从 上 可 知 HNTX-Y 是 一 对 TTX-S 销 通道 有 选 
择 特 异性 的 神经 毒素 ， 与 其 他 映 蛛 毒素 一 样 ， 也 不 
影响 TIX-R 钠 通道 的 开放 。 但 HNTX-V 对 TIX-S 
销 电 流 影 响 的 结果 却 与 5-ACTXs、p-agatoxins ，Ph- 
Tx2 等 蜂 蛛 毒素 存在 很 大 不 同 。5-ACTXs 等 影响 
TTX.S 钠 通道 的 主要 特征 是 作用 于 位 点 S33， 延缓 
钠 电 流 的 失 活 相 而 延长 去 极 化 后 电位 ， 从 而 导致 平 
请 肌 的 自发 性 收缩 {Nicholson ez al . ，1998)。HN- 


TX-Y 不 影响 TTX-S 钠 电 流 的 激活 相 和 和 失 活 相 特 
征 ， 似乎 只 能 单纯 地 抑制 电流 的 大 小 ， 与 TIX、 
Saxitoxin 和 ku-conotoxins (Shon et al.，1998) 等 作 
用 于 位 点 S1 抑制 钠 电 流 的 情况 非常 相似 。 因 而 
HNTX-V 影响 钠 通道 的 作用 机 制 明 显 有 别 于 3-AC- 
TXs 等 ， 是 目前 所 发 现 的 1 种 新 型 肘 类 妖 蛛 毒素 。 
根据 Sandrine et af， (1995) 将 影响 钠 通 道 毒素 分 
为 6 大 类 的 原则 , HNTX-V 应 属于 作用 于 位 点 $1 
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糖 在 猕猴 精子 低温 冷冻 保存 过 程 中 的 作用 


李 喜 龙 , 司 维 , 王 红 ， 部 如 爹 ， 季 维 知 1 
(中国 科学 院 昆 归 动 物 研究 所 ， 昆 明 云南 650223) 


摘要 : TTE 或 TEST 防冻 液 在 谍 存 猕猴 精子 时 产生 不 同 结果 ， 其 主要 不 同 在 于 防冻 液 中 糖 成 分 的 不 同 。 本 
实验 利用 透射 电镜 技术 检测 这 2 种 防 床 滚 冻 存 的 猕猴 精子 冷冻 前 后 超 微 结 构 的 变化 ， 以 说 明 糖 在 低温 冻 存 过 程 
中 的 作用。 结果 表明 ， 冷 床 复 苏 过程 对 精子 结构 产生 了 影响 ，TTIE 法 低温 保存 的 狂 夕 精子 的 头 部 的 质 肛 出现 少 
许 钙 实 或 泡 化 现象 ， 但 精子 的 顶 体 、 核 或 是 精子 尾部 的 结构 与 鲜 精 的 结构 基本 相似 。 狂 猴 精 子 经 TEST 法 低温 
保存 后 ， 大 部 分 精子 结构 则 发 生 了 肯 显 的 变化 ， 精 子 膜 、 顶 体 和 精子 核 明 显 泡 化 、 损 伤 或 破裂 ， 精 子 尾 部 不 能 
分 辨 出 正常 的 超 微 结构 。 这 提示 ， 可 能 由 于 TIE 防冻 液 中 复杂 的 糖 成 分 在 降温 /复苏 过 程 对 精子 起 到 了 较 好 的 
协同 冷冻 保护 作用 ; 而 TEST 防冻 液 中 单一 的 糖 成 分 不 能 完全 保护 精子 避免 低温 损伤 ， 低 温 保 存 过 程 破坏 了 精 
子 的 结构 ， 并 影响 了 复苏 后 精子 体外 存活 能 力 与 受精 能 力 。 
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而 非 $3 的 一 类 。 目 前 我 室 对 HNTX-Y 的 氨基 酸 序 
列 测 定 工作 正在 进行 中 ， 以 期 对 HNTX-V 抑制 钠 通 
道 的 活性 原理 作 更 为 详细 的 阐述 。 另 外 ， 海 南 捕 鸟 
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